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緒緒  言言  
 
造血幹細胞から成熟細胞への分化過程において、血球細胞はそれぞれの細胞種に特異的な遺伝子発現パターンを確立

することで、複数の前駆細胞段階を経て分化していく。この遺伝子発現パターンの制御には、遺伝子発現を調節する  

ゲノム領域であるエンハンサーと、そこに結合する鍵となる転写因子が重要な役割を果たしている。Interferon 
regulatory factor 8（IRF8）は単核貪食細胞系に含まれる単球と樹状細胞の分化に必須の転写因子であり、その一方で
好中球の分化を阻害する作用を持つ［1］。 
単球と樹状細胞は自然免疫・獲得免疫の両者に重要な役割を果たす免疫細胞である。単球はLy6C陽性単球とLy6C
陰性単球に分類され、樹状細胞は 1 型古典的樹状細胞（cDC1）、2 型古典的樹状細胞（cDC2）、形質細胞様樹状細胞
（pDC）に分類される。pDC の一部はリンパ球系と考えられているが、その他は全て骨髄系細胞である。造血幹細胞
から分化した多能性前駆細胞（MPP）は、顆粒球－単球前駆細胞（GMP）および単球－樹状細胞前駆細胞（MDP）を
産生する。cDCは共通樹状細胞前駆細胞（CDP）を経てMDPから分化し、単球はGMPおよびMDPの両者から共
通単球前駆細胞（cMoP）を経て分化する［1］。過去に我々は、単核貪食細胞分化において、IRF8はMDPからCDP
への分化と、MDPまたは GMP から cMoPを経て Ly6C 陽性単球へ分化する段階で必須であることを示した［2］。 

しかし、この単一の転写因子がどのようにして単球と樹状細胞という2つの細胞系譜の分化を支持するのかについては
不明であった。 

IRF8は単核貪食細胞前駆細胞において、他の転写因子と協調あるいは拮抗することでエンハンサーランドスケープ
を確立し、単球や樹状細胞に特異的な遺伝子の発現を誘導する［3，4］。IRF8はMPPから発現を開始し、MDPへ分
化する段階で発現が上昇する。そこから樹状細胞へ分化する過程ではさらに発現が高まる一方で、単球へ分化する過程

では発現が徐々に低下していく。この Irf8の発現は、Irf8遺伝子座に存在する複数のエンハンサーによって制御されて
おり、これまでにLy6C陽性単球での Irf8発現は50 kb上流のエンハンサー（－50 kb）が重要であり、共通樹状細胞
前駆細胞から cDC1への分化においては41 kb下流（＋41 kb）と32 kb下流（＋32 kb）のエンハンサーが連続的にス
イッチして働くことが重要であることが報告されている［5］。－50 kbエンハンサーはPU.1、＋41 kbエンハンサーは
Eタンパク質、＋32 kbエンハンサーはBATF3と IRF8自身というように、これらのエンハンサーはそれぞれ異なる
転写因子によって活性が制御されており、その結果として各分化段階で IRF8は異なる役割を果たしている［6～8］。 

しかし、IRF8の発現がMDPより上流においてどのように制御されているのかは不明であった。 
本研究では遠位エンハンサーによる Irf8 の発現制御に着目し、単核貪食細胞の分化過程の各細胞種における Irf8  

遺伝子座の活性化ヒストン修飾を解析することで、Irf8の転写開始点の56 kb下流（＋56 kb）に造血幹前駆細胞から
前駆細胞への分化段階で活性が高まっていく新規エンハンサー領域を同定した。CRISPR/Cas9システムを用いてこの
領域をマウス生体内で欠損させると、Irf8 発現は MPP の段階から骨髄系全体で著明に低下した。その結果として、
CDPが失われた一方で、Ly6C陽性単球は過剰に産生された。さらに、このエンハンサーは転写因子 RUNX-CBFに
よって駆動され、それによって制御される IRF8 の発現量依存的に造血前駆細胞の分化が cDC1、Ly6C 陽性単球、  

好中球のいずれかに運命決定されることを明らかにした。この結果は、系譜決定に関わる転写因子の重要なエンハンサ

ーが前駆細胞の分化を適切な細胞系譜へ導くことを示している［9］。 
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方方法法おおよよびび結結果果  
 
11．．IIRRFF88発発現現調調節節をを制制御御すするるエエンンハハンンササーーのの探探索索  
まず IRF8 の発現調節機構を明らかにするために、造血幹前駆細胞から単核貪食細胞へ分化する過程の種々の分化 

段階の細胞をマウス生体内から単離し、特に Irf8 遺伝子座に着目して、活性化エンハンサーの分布を 27 番リジンが 

アセチル化されたヒストンH3（H3K27ac）のクロマチン免疫沈降シーケンス（ChIP-seq）によって解析した。その結
果、これまでに報告されていたいずれのエンハンサーよりも遠位である Irf8 の転写開始点から 56 kb 下流に新規の  

エンハンサー領域が存在することを発見した。この領域は多能性造血前駆細胞の段階から活性化し始め、単核貪食細胞

の前駆細胞へと分化が進むにつれて活性がさらに上昇していた（図1）。 
 

 
図1．単核貪食細胞の各分化段階での Irf8 遺伝子座の活性化エンハンサーの分布 

既に報告されていた#1、#2、#3（灰色）のエンハンサーに加え、3’側に新規エンハンサー領域  

（オレンジ）を見出した。 
 

22．．新新規規 IIrrff88エエンンハハンンササーー領領域域のの機機能能解解析析  
この新たに見出したエンハンサー領域（Irf8 ＋56 kb エンハンサー）の生体内での働きを調べるために、

CRISPR/Cas9システムを用いて、このエンハンサー領域を欠損したマウス（∆＋56 kbマウス）を作製した。IRF8は
MPPの段階から発現を開始し、単核貪食細胞系の細胞において高発現するが、このエンハンサーを欠損すると、IRF8
の発現量は MPP から骨髄系のほぼ全ての分化段階で著明に低下し、CDP および cDC1 が消失した。これは IRF8   

欠損マウスと同様の結果であった。しかし意外にもLy6C陽性単球については、IRF8欠損マウスとは反対に、著明に
増加した（図2）。 

 
33．．新新規規 IIrrff88エエンンハハンンササーーをを制制御御すするる上上流流転転写写因因子子のの探探索索  
この＋56 kbエンハンサーを制御する転写因子を探索するために、まず造血幹前駆細胞のオープンクロマチン領域を

ATAC-seqによって解析した結果、＋56 kbエンハンサー領域はMPPの段階で初めてオープンになることが明らかに
なった。次に＋56 kbエンハンサー領域と同様の活性化パターンを示す領域をゲノム全体から選択して、モチーフ解析
を行った結果、制御転写因子候補としてPU.1とRUNX–CBFが得られた。PU.1はミエロイド分化における広範なエ
ンハンサーへの作用が知られており、より特異的に単核貪食細胞分化を制御する転写因子として RUNX–CBFβに着
目した［10］。RUNX–CBFの Irf8発現、単核貪食細胞分化への影響を評価するために、樹状細胞の in vitro分化系を  

用いて、Cbfb遺伝子をノックダウンした前駆細胞の分化能を評価した。その結果、Cbfbの発現低下によって樹状細胞
分化は前駆細胞の段階で障害され、Irf8遺伝子の発現も著明に低下した。このことから、RUNX–CBFβが前駆細胞に
おいて Irf8 発現を正に制御することが明らかになった（図 3）。この作用が＋56 kb エンハンサーに対する直接的な  

影響かを評価するために、＋56 kbエンハンサー領域のレポーターアッセイを行なった結果、この領域は有意なエンハ
ンサー活性を示した。さらに領域内のRUNX–CBFβ結合配列への変異導入により活性の低下が認められた。このこと
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から、RUNX–CBFが＋56 kb エンハンサー領域への直接作用によって、造血前駆細胞における Irf8遺伝子の発現を 

制御することが明らかになった。 
 

 
図2．Irf8 ＋56 kbエンハンサー欠損マウスにおける骨髄系細胞分化の変化 

野生型マウス（左）と比較して、IRF8 欠損マウス（右）では単球・樹状細胞への分化が障害
され、その前駆細胞が蓄積した。それらの細胞も好中球へ分化するために著しい好中球の増加

を認めた。さらに Irf8 ＋56 kb エンハンサー欠損マウス（中央）では、IRF8 欠損マウスと  

同様に樹状細胞はその前駆細胞から産生が損なわれたが、IRF8 欠損マウスとは逆に単球が 

増加した。 
 

 
図3．Cbfbノックダウンによる樹状細胞への分化阻害 

a） Cbfb shRNA 導入による樹状細胞前駆細胞の分化阻害。コントロール shRNA（左）、
Cbfb shRNA（中央および右）のFACS図。 

b） Irf8 遺伝子の発現における Cbfb ノックダウンの影響。qRT-PCR によって評価した
（mean±SD、n＝3、* p＜0.001、student’s t-test）。 

 
考考  察察  

 
今回の研究結果から、生体内での単核貪食細胞分化では、複数ある Irf8 エンハンサーはそれぞれ異なる分化段階や 

細胞系譜で作用することで、IRF8発現のタイミングや量を精密に制御していることが明らかになった。そして、その
ように調節される IRF8の発現量が、好中球・単球・樹状細胞のいずれを産生するかの運命決定に極めて重要であるこ
とが明らかになった。このような細胞分化の運命決定メカニズムは、他の転写因子や細胞種でも見られる普遍的な仕組

みであることが予想される。 
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また、ヒトにおいて IRF8の発現量や活性の低下は、IRF8遺伝子自身の変異や慢性骨髄性白血病の原因遺伝子BCR-
ABLなどによって引き起こされ、免疫不全や好中球増多症の原因となり得る［1］。加えて Irf8の上流転写因子である
RUNX–CBFβの遺伝子異常は、急性白血病などの血液がんの原因の一つとなることが知られている［10］。したがっ
て、本研究の成果はこれらの病態解明・治療法の開発にも繋がると考えられる。 
エンハンサーが遺伝子の発現制御に重要であることは広く認知されてきているが、詳細な分子機構にはまだ不明な点

が多い。今後、Irf8遺伝子と複数のエンハンサー群がどのように相互作用して細胞分化に最適な遺伝子発現を導くかに
ついてさらなる解析を進めることは、細胞分化の基本原理の解明に繋がると考える。 
本研究の成果は、Nature Immunology誌に発表された［9］。 
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